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RESUMEN 
En este estudio se colectaron y criaron estados inmaduros de mosquitos; y se utilizó la 
técnica de Códigos de barra de ADN para investigar la taxonomía de especies de 
Culicidae poco estudiadas en Panamá. Se usaron las secuencias del gen CO] para 
investigar los cambios en la riqueza de linajes moleculares entre una localidad poco 
intervenida y dos muy alteradas por actividades humanas. Se colecto y crio 1,185 
mosquitos en total, de los cuales se extrajo el ADN genómico de 712 individuos y se 
utilizaron 380 haplotipos en los análisis filogenéticos. Los árboles de distancias genéticas 
delimitaron un total de 52 linajes moleculares o "Clúster", la gran mayoría con valores de 
Boostrap superiores al 95%. La delimitación de los linajes moleculares concordó con la 
identificación morfológica inicial de las muestras secuenciadas, sin embargo, hubo 
excepciones, por ejemplo, las especies Mansonia titillans, Mansonia indubitans y 
Mansonia dyari se agruparon en un solo Clúster en vez de en tres distintos. Además, los 
individuos identificados morfológicamente como Uranotaenia lovvi se agruparon en tres 
linajes moleculares distintos que presentaron divergencias genéticas superiores al 2%. Por 
otro lado, BCI presentó el mayor número de linajes moleculares únicos con 14 seguido 
por Las Pavas y Achiote con 7 y 6 cada uno, respectivamente. Las Pavas y Achiote 
compartieron el mayor número de linajes moleculares entre sí con 8 en total, mientras que 
Las Pavas y BCI compartieron 5, seguido por Achiote y BCI con 2. Nuestros resultados 
indican que los cambios en la estructura comunitaria de los mosquitos no se deben a la 
distancia geográfica y/o variabilidad climática entre localidades, sino a los diferentes 
grados de perturbación humana que estas presentan. Las diferencias entre BCI, Las Pavas 
y Achiote parecen estar determinadas por la calidad y cantidad de hábitats larvales para 
mosquitos, BCI posee mayor proporción y variedad de sitios de cría para especies de 
mosquitos especialistas del bosque, mientras que estos sitios de cría disminuyen por 
causa de la deforestación en Las Pavas y Achiote. La relevancia epidemiológica de estos 
resultados radica en que en ocasiones las especies generalistas como Anopheles 
albimanus, Aedes angustivittattus, Psorop hora cingulata, Culex coronator y Culex 
interrogator son vectores más eficientes en la transmisión de patógenos a humanos, ya 
que se adaptan a vivir en el peri-domicilio, se alimentan preferencialmente de sangre 
humana y sus poblaciones crecen exponencialmente. 
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SUMMARY 
In this study we collected and reared immature stages of mosquitoes, and used the 
technique of DNA bar codes to investigate the taxonomy of Culicidae, which are poorly 
studied species in Panama. Together, we used CO1 gene sequences to investigate changes 
in the wealth of molecular lineages from a little village intervened and two highly altered 
by human activities. We collected and breed 1,185 mosquitoes in addition genomic DNA 
was extracted from 712 individuals and 380 haplotypes for phylogenetic analyzes. 
Genetic distance trees delineated a total of 52 molecular lineages or "clusters ". The vast 
majority of bootstrap values were aboye 95 %. The delineation of molecular lineages 
agreed with the initial morphological identification of sequenced samples, however, there 
were exceptions, for example, Mansonia titillans, Mansonia dyari and Mansonia 
indubitans species were grouped into a single cluster instead of three distinct. In addition, 
individuals identified morphologically as Uranotaenia lowi lineages were grouped into 
three distinct molecular genetic differences presented aboye 2%. Furthermore, BCI had 
the highest number of unique molecular lineages with 14 followed by Las Pavas and 
Achiote with 7 and 6 respectively. Achiote and Las Pavas shared the greatest number of 
molecular lineages together with 8 in total, while Las Pavas and BCI shared 5, followed 
by BCI and Achiote with 2. Our results indicate that changes in mosquito community 
structure are not due to geographical distance and / or climate variability between 
locations, but to different degrees of human disturbance. The differences between BCI, 
Las Pavas and Achiote seem to be determined by the quality and quantity of mosquito 
larval habitats. BCI has the highest proportion and variety of breeding sites for mosquito 
species for a forest specialist mosquito, while these breeding sites decrease due to 
deforestation in Las Pavas and Achiote. The epidemiological significance of these results 
is that occasionally generalist species as Anopheles a1bimanus , Aedes angustivittattus , 
Psorophora cingulata , Culex coronator, 
 , and Culex interrogator become more efficient 
vectors and transmit pathogens to humans, as they adapt to living in the peridomicile 
areas. 
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CAPITULO I 
ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION 
Los mosquitos son el grupo de insectos dentro del Orden Diptent y la Familia 
Culicidae mas importante en salud publica y vetennana a tuvel mundial (Service 1989) 
Conforman un grupo monofilenco y extremadamente diverso con cerca de 3 507 
especies descntas en la actualidad (Harbach, 2004 http //www wrbu org/) Todas las 
especies dentro del grupo requieren de agua para el desarrollo de sus estados larvales y 
de sangre o nectar de las plantas para la supervivencia y reproduccion de los adultos 
(Service 1993) La malaria la filanasis el dengue hemormgico y la fiebre amarnlla 
selvatica han sido y continuan siendo en muchos casos las afecciones trasmitidas por 
mosquitos más peoudiciales en la hatona de la humanidad Solamente la malaria causa 
mas de un millón de muertes por año y genera considerable morbilidad y estancamiento 
economico en las regiones donde prevalece (PARO 2006 WHO 2008) 
Si bien es cierto que los mosquitos han sido extensamente estudiados y caracterizados 
existen aun muchas áreas que reqweren de investigación ramifica Por ejemplo en la 
actualidad es conocido que muchas especies de mosquitos conforman complejos de 
especies cnpticas (Isomorficas) Estas especies poseen una morfologia similar sin 
embargo presentan diferencias en aspectos biológicos y conductuales como la 
preferencia de hospederos los habitos de reposo los tipos de cnaderos y las amas 
corporales y horas en las que pican que modifican su capacidad vectonal (Lehr et al 
2005) La existencia de los complejos de especies cnptcas en la familia Culicidae se 
debe a una elevada divergencia ultra-especifica y similitud inter especifica, lo cual tiene 
importantes implicaciones epidemiológicas y de vigilancia, ya que la correcta 
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identificación de aquellas especies vectores de enfermedades sera necesaria para la 
oportuna intervención y el control de las mismas (Foster et al 2013 Loalza et al 2013) 
Los metodos tradicionales de identificación de especies de mosquitos con claves 
morfológicas son inapropiados para los complejos de especies cnpticas ademas 
demandan de mucho esfuerzo y horas de dedicación La consecuencia inmediata de la 
existencia de los complejos de especies cnptcas es la incompetencia de las medidas de 
control del vector para disminuir los casos de la enfermedad cuando equivocamente 
atacan una especie del complejo que no esta involucrada en la transmisión (Lanzaro et al 
1995 Lehr et al 2005 Foster et al 2013 Loalza et al 2013) Debido a estas 
dificultades se han desarrollado mancas moleculares rapadas confiables y 
económicamente razonables que permitan identificar con precisión las especies de 
mosquitos involucradas en la transmisión de enfemiedades (Noms 2002) Aunque el 
debate es amplio entre los entusiastas que promueven la taxonomm tradicional y aquellos 
que proponen metodos mas modernos basados en técmcas moleculares esta discusión 
está matizada por un creciente interés hacia el desarrollo de una taxonomía mas integral 
pero a la vez evidencia un escaso recambio generacional de los taxónomos tradicionales 
(Meler 2008) 
La tecruca de códigos de barras de ADN o DNA Barcodmg es una temar que emplea 
aproximadamente 600 pares de bases del extremo 5 (cinco pnma) de la subuzudad 1 
(uno) del gen nutocondnal citocromo-mudasa (CO!) para separar grupos cuya sistemática 
ha sido poco estudiada e incluso entre tazas poco relacionados filogenetcamente (Buhay 
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2009 Lamen 2007) Por ejemplo esta metodologia ha sido utilizada exitosamente pan 
la identificación de animales muy venados como Lendoptera (Hebert et al 2003a, b 
2004a Hajababael et al 2006) aves (Hebert et al 2004b) tachuudos peces y primates 
(CROL 2005 Lorenz et al 2005) Pradeep Kumar et al 2007 
Recientemente la técnica de códigos de barra de ADN ha sido empleada recientemente 
para determinar las composición de taxa dentro de la familia Culicidae en vanas regiones 
del mundo por ejemplo los trabajos de Cywinslca et al (2006) y Pradeep Kumar et al 
(2007) han demostrado su potencialidad para fines estrictamente taxononucos 
Cywisncica y colaboradores (2006) utilizaron la región 5 del gen mitocondnal CO! para 
delimitar 37 especies de mosquitos de Canadá y la región norte de los Estados Unidos de 
América En este estudio las secuencias de ADN de individuos de especies diferentes 
mostraron una divergencia genetica en promedio 20 veces mayor que la divergencia 
encontrada entre individuos de la misma especie comprobándose de esta manera la 
utilidad de los códigos de barra de ADN para identificar especies de mosquitos 
Mas recientemente Pradeep Kumar y colaboradores (2007) emplearon la tecnica de 
Códigos de barras para corroborar la identificación de 63 especies de mosquitos 
previamente identificados morfológicamente en la India Al igual que en el estudio 
canadiense este trabajo creó códigos de barra para la mayona de las especies estudiadas 
(62 en total) sin embargo dos especies estrechamente relacionadas no fueron separadas 
por el gen CO! Adicionalmente esta técnica ha sido utilizada para estudiar los 
complejos de especies cnptcas en vectores de vanos arboviruses como el virus del Nilo 
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Occidental la encefalitis equina venezolana, y la encefalitis de San Louis entre otros 
(Cook et al 2005) 
Entre las ventajas más importantes de la tecruca de Códigos de Barra de ADN es que 
permite de forma precisa y rapida la identificación a nivel de especie sin importar el 
estado del ciclo de vida que se estudie (huevo larva, pupa y adulto) y/o el grado de 
deterioro en el que se encuentren los espeamenes Sin embargo a pesar del aumento 
evidente en el numero de estudios moleculares y publicaciones aentficas con esta 
técnica en mosquitos la misma no ha sido formalmente usada en algunas regiones del 
mundo ademas no ha sido utilizada con grupos de mosquitos de menor relevancia en 
salud publica, como por ejemplo algunas especies selvatcas de los generos Anopheles 
Psorophora Sabethes Oder Capallenwha Mansoma y Aedeomyw que son 
considerados vectores secundarios de importantes enfermedades al hombre y animales 
Por otro lado las secuencias de ADN generadas para estudios taxonómicos podniui ser 
utilizadas igualmente en estudios de ecologia de vectores por ejemplo al comparar la 
composición y riqueza de linajes moleculares entre áreas deforestadas y áreas boscosas 
Esto sena de vital relevancia para entender como los cambios en la estructura comunnana 
de los mosquitos podnan uilltur en la apanción de casos y focos de enfermedad (Chaves 
et al 2011) Estudios recientes indican que la riqueza y abundancia relativa de las 
especies de mosquitos estan reguladas por factores denso — independientes como las 
vanaciones climáticas que afectan la proporción de los sitios de cna en cada región 
Además la constancia de los hábitats larvales (permanentes y sennpermanentes) la 
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cantidad de sombra y el tipo de vegetación asociada al cnadero parecen determinar la 
presencia de algunas especies especialistas y/o el crecimiento exponencial de otras 
generahstas (Chaves et al 2011 Meyer Sumer et al 2011 Kenyera & Toth 2012) 
Actualmente en Panamá no existen códigos de barras de ADN para especies de mosquitos 
de importancia medico — veterinaria, tampoco existe información ecológica sobre muchas 
especies selváticas Conjuntamente sabemos muy poco sobre los factores biológicos y 
ambientales involucrados en la aparición de epidemias lo cual contrasta marcadamente 
con la acrecentada deforestación y alteración de los ecosistemas naturales en un pais que 
esta en pleno crecimiento demográfico Basado en lo antenor es necesario realizar 
investigación cientfica para determinar cómo los cambios demograficos la deforestación 
y el creciente tráfico internacional ocumdos en Panama durante los ultimos 20 años 
podnan estar relacionados con la emergencia de casos de algunas enfermedades 
infecciosas Los objetivos especificos de este estudio fueron (1) Identificar la presencia 
de complejos de especies cnpticas en la Familia Culicidae por medio del uso de códigos 
de barras de ADN y (2) Comparar la composición y el numero de linajes moleculares de 
mosquitos umcos y/o compartidos entre localidades con diferentes grados de alteración 
humana 
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CAPITULO II 
REVISION BIBLIOGRÁFICA 
9 
2 1 Importancia médica de la Familia Culleidae 
La Familia Culladae (Diptera Nematocera) incluye cerca de 3 507 especies 
distnbuidas alrededor del mundo (Harbach, 2004 http //www wrbu orgf) con un 
importante porcentaje de especies que pueden transmitir agentes patógenos como virus 
protozoos y nematodos tanto a animales silvestres como a domésticos incluyendo al ser 
humano Las molestias causadas por el hábito hematofagico de los mosquitos hembra en 
los animales de producción y en los seres humanos se traducen en cuantiosas pérdidas 
económicas para la industria pecuaria debido a la pérdida de peso significativa y a la 
disminución en la producción de leche (Steelman 1976) así como también en elevada 
morbilidad generalizada de la humanidad respectivamente 
La malaria o paludismo amenaza al 40% de la población mundial e infecta a mas de 500 
millones de personas cada tulo causando la muerte de más de 1 millón La región más 
afectada por la malaria en el mundo es África subsahanana, pero también prevalece en 
Asia, América Latina, en el Onente Medio e incluso en algunas regiones de Europa Esta 
enfermedad se presenta mayormente en zonas rurales selvaticas y sennurbanas asociadas 
con los criaderos de los mosquitos del género Anopheles (WHO 2008) La malaria es un 
problema de salud publica causado por los parásitos del género Plannochum y 
transmitido por la picadura de los Anopheles Existen cinco especies de Plasmodnun que 
causan enfermedad en el hombre P fe:Impartan P malarrae P ovale y P vivar sin 
embargo la más moridera es Plasmochum falapanon Esta enfermedad afecta a familias y 
comunidades marginadas y en extrema pobreza que no pueden pagar el tratamiento o 
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tienen un acceso reducido a la atención sanitana (WHO 2013) 
Por otro lado la fiebre del Dengue está asociada con ambientes urbano domésticos y 
con la presencia de los mosquitos del género Aedes El dengue es considerado el agente 
viral re-emergente de mayor importancia en la actualidad debido a que la incidencia de 
sus formas hemorrágicas y el numero de defunciones humanas aumentan 
progresivamente Los habites de la población la carencia del suministro de agua 
constante la falta de un buen sistema de recolección de basura y una inadecuada 
manipulación de los deshechos de la vivienda aumentan en gran medida el nesgo de 
adquirir esta enfermedad (Duttan & Mahanta 2006 CDC 2010) Se estima que alrededor 
de 50 millones de casos de dengue ocurren anualmente y que 25 billones de personas 
viven en aseas de nesgo ecológico (CDC 2010) Aedes aegypt: (Linnaeus 1762) es el 
pnnapal trasmisor de la enfermedad a nivel mundial sin embargo recientemente la 
especie Aedes albopctus (S'ame 1895) o Mosquito tigre ha sido mcnnunado en la 
transmisión de dengue en vanos paises de las Amencas incluyendo Panama Estudios 
recientes han demostrado que Aedes aegypt: y Aedes albopctus son altamente sensibles a 
las condiciones ambientales de temperatura, precipitación y humedad las cuales 
representan factores cnticos para la reproducción, desarrollo y supervivencia de sus 
estadios larvales y del adulto (CDC 2010 Gubler 2012 Din Nieto et al 2013) 
Ademas de la Melena y el dengue los mosquitos transmiten agentes causantes de 
enfennedades como el Virus del Nilo Occidental cuyo pnnapal vector es el mosquito 
Culex qtanquefasciatus (Say 1823) Este virus se ha encontrado en aves caballos y 
también en humanos y produce inflamación de las meninges del cerebro En el año 2010 
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las autondades panameñas de Salud controlaron un brote de encefalitis eqtuna del Este 
detectado en la provincia de Danen en el cual se confirmaron cuatro casos entre ellos la 
muerte de una niña de la etnia Embem de casi 3 años de edad En tanto que en la 
provincia de Colón se dictaminó el deceso de un señor de 51 años de edad por la misma 
causa (MNSA, 2010) 
La filanasis otra enfermedad desatendida, es causada por la picadura de mosquitos de los 
géneros Odex Anopheles Aedes y Mansoma infectados con nematodos como 
Wucherena bancrofh Brava mala» o Brava ftmon Se estima que 120 millones de 
personas alrededor del mundo padecen esta enfermedad la cual en la mayona de los 
casos es adquirida en la infancia y que luego de 6 8 años acarrea deformaciones 
dolorosas y traumáticas que causan perdidas económicas y condiciones psicosociales 
importantes (Bockane 2009 Enckson et al 2009 WHO 2012) 
2 11 Control de vectores 
El patógeno el mosquito vector y el ser humano susceptible son los tres eslabones de la 
cadena epidemiológica que se deben tener en cuenta al momento de establecer medidas 
de manejo y control de las afecciones tropicales trasmitidas por mosquitos Además el 
contexto geografico y socioeconómico de las regiones afectadas es determinante en el 
desarrollo y apana& de casos y epidemias (Emen et al 2009) Hoy dia, los mayores 
esfuerzos por erradicar estas enfermedades a menudo se centran exclusivamente en el 
control o erradicación del vector esto posiblemente debido a las escama terapias 
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curativas la falta de vacunas eficaces para mitigar a los agentes causantes de la infección 
y/o la carencia general de estudios cientficos en el ámbito socio cultural (Gubler 2002 
OMS 2013) Tradicionalmente los mosquitos han sido combatidos tanto en la fase 
larvana como tamblen en su estado adulto desecando zonas mundables o tratando con 
insecticidas sus lugares de cna y reposo (Chapman 1974 1985 Mulla, 1985) En la 
actualidad se utilizan en gran medida el control biológico usando depredadores como 
peces murciélagos y libélulas cuya escogen= depende del grupo taxonómico y de su 
eficacia como agentes controladores de la densidad poblacional (Whitaker et al 1998 
Singh et al 2003) 
Por otro lado el uso de agentes quinucos o insecticidas representa una de las medidas de 
intervención mas eficaces en el control de las enfermedades transmitidas por insectos 
(Meisch 1985 Fascione et al 1991) Durante los ultmos 30 años en centro Aménca se 
han rociado casas con insecticidas de acción residual para reducir las poblaciones de 
Aedes ae,gypti (Linnaeus 1762) Asimismo los vectores de la malana humana en Panama 
han sido sometidos sistemancamente al tratamiento residual con cuatro grupos de agentes 
quimicos distintos los organofosforados organoclorados carbamatos y los piretnodes 
(Lozuza et al 2008) Aunque en ternos generales estas estrategias han resultado ser 
muy exitosas el uso intensivo e indiscriminado de estos insecticidas podna provocar la 
apanción de resistencia o tolerancia biológica a los qwmicos lo cual resultana en la re 
infestación rápida de los mosquitos y consecuentemente la aparición de nuevas epidemias 
(WHO 2013) 
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Actualmente la mayona de los paises desarrollados adoptan un enfoque de control 
integral el cual se basa pnnapalmente en el uso de diversas estrategias entre ellas las 
mas utilizadas son el control larvano usando bactenas productoras de toxinas como es el 
caso de Bacillus thunngzensrs var israelensis y de medidas de mitigación contra los 
adultos como redes impregnadas con insecticidas repelentes e insecticidas de efecto 
residual Aunque se ha comprobado que alguna de estas acciones puede producir efectos 
secundanos negativos al ambiente estas son las ancas maniobras efectivas para evitar 
epidemias y disminuir las tasas de mortalidad y morbilidad (Hershey et al 1998 Otsman 
et al 2008) 
22 Taxonomut tradicional 
22 1 Caracteres morfológicos 
La taxonomia en base a caracteres morfológicos ha sido y sigue siendo la 
herramienta basica mas utilizada en la identificación de especies de mosquitos de 
importancia en salud publica y vetennana (Harbach 2008) Sin embargo a pesar de las 
numerosas investigaciones taxonómicas en este grupo el registro fósil de los culiculos es 
muy escaso sólo 12 especies son conocidas del penodo Teraano y una del Cretaaco 
supenor Esto genera complicaciones en el calculo temporal de los eventos de 
especiación y divergencia, asi como también en los estudios biogeograficos y evolutivos 
(Pomar et al 2000 Harbach 2012) Por otro lado los métodos tradicionales de 
identificación de especies de mosquitos con claves morfológicas han sido calificados 
como tediosos e inapropiados (requieren de mucho tiempo y taxónomos expertos) para 
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situaciones epidemiológicas puntuales que demandan intervenciones repulas y eficaces 
(Krzywinsla & Besansky 2003) 
Estudios cladisticos basados en caracteres morfológicos tanto de los estados inmaduros 
como de los adultos han establecido las relaciones filogenetcas iniciales entre taxa de la 
Familia Culicidae (Harbach 2008) La mayona de las relaciones intraespecificas e 
intragenéncas han sido corroboradas por otros tipos de evidencias no obstante también 
existen incongruencias en algunos grupos principalmente en aquellos que no contienen 
especies vectores de enfermedades y que por consiguiente han sido menos estudiados 
(Noms 2002) Por ejemplo estudios moleculares recientes determinaron que las especies 
de las Subfamilms Toxorhynclutmae y Culicinae forman un conglomerado estrechamente 
relacionado filogenétcamente y por lo tanto ambos grupos son parafiletcos De igual 
manera, los géneros Democentes y Ctahndomyta separados tradicionalmente por la 
morfologia de cibanum y la chaetotaxm de la larva han sido relegados a la categona de 
subgénero dentro del género Culex (Redenbach et al 2009) 
Entre los métodos taxonómicos tradicionales utilizados para identificar a los mosquitos 
están la colecta y postenor cna de los estados inmaduros y corroboración morfológica 
utilizando la piel de la larva de cuarto estadio la exuvia pupa! y/o el adulto Además los 
MILITO preparados de la gerutalia de la hembra y el macho y los ensilas morfométncos y 
colonmétncos con alas y esclentos pleumles respectivamente son herramientas 
poderosas para delimitar las especies de mosquitos y constituyen la base de la taxonomia 
tradicional de Culicidae y de otros Dipteros hematófagos (Walter Reed Biosystematic 
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Una, http //wrbu si Su) 
 Sin embargo como mencione anteriormente estas teaucas son 
laboriosas y no siempre tiene éxito Una alternativa o vanante reciente en los estudios 
morfológicos de mosquitos es el andan de la morfologia del huevo Este procedimiento 
ha mostrado cierta utilidad para la discriminación de especies del género Anopheles y 
utiliza herramientas de microscopio electrónica para observar el patrón e intensidad de la 
esculturación del cono (Maldonado et al 1997) 
2.3 Taxonomm molecular 
2.3 1 Marcadores moleculares utilizados en estudios taxonómicos de 
mosquitos 
Los primeros intentos por identificar las especies cnptcas dentro de la familia 
Cutadae con metodos alternos a la morfologia involucraron analais de tipo cito-
genetco CrOMOSSICO o enzimatico (Noms 2002) Aunque estos trabajos fueron 
innovadores en muchos aspectos los resultados no permitan la clacnnunación exacta de 
algunas especies debido al bajo nivel de polimorfismo y a restricciones de tipo funcional 
detectadas en algunos marcadores (Lanzar° et al 1995) Por otro lado el acido 
desaumbonuclaco (ADN) reemplazó rapidamente a la mayona de los marcadores 
genotipicos utilizados en el estudio de la epidemiologia de enfermedades transmitidas por 
vectores esto debido a que puede ser preservado facilmente en alcoholes y a que ofrece 
un numero ilimitado de regiones codificadoras y no codificadoras de protanas (Toma et 
al 2000 Mamila et al 2006 Beebe et al 2007 Cienfuegos et al 2008) 
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Sumado a esto el desarrollo de la reacción en cadena de la pohmerasa (PCR) potenció 
substancialmente el uso del ADN en estudios de taxonomia molecular contnbuyendo de 
esta forma a la identificación y estudio de los pnncipales vectores de enfermedades como 
la malaria la fiebre del dengue la leislunamasis y el mal de Chagas (Adams & Hanulton 
2008) Una ventaja fundamental de la PCR es la utilización de pequeñas cantidades de 
ADN que puede extraerse de una pata o de algunas escamas del ala de los mosquitos 
permitiendo asi que los especimenes se mantengan en buen estado para realizar otros 
tipos de expenmentos (Garros et al 2004 Dhananjeyan et al 2010) 
La PCR y el ADN han sido consecuentemente utilizados para solucionar problemas en el 
campo de la entomologia médica, y las aplicaciones mas frecuentes se orientan en cuatro 
aspectos importantes (1) La incnnunación de vectores a través de la identificación de los 
patógenos que estos portan (2) el estudio de la genética poblamonal y/o de la relaciones 
filogenéticas entre taxa (3) el estudio de los habitos hematofagicos y/o las preferencias 
hospedencas y (4) la identificación molecular de las especies (Cywinslca et al 2006 
Pradeep Kumar et al 2007) Estas inclinaciones en investigación son de vital relevancia 
para entender la eco-epidemiologia de las enfermedades transmitidas por mosquitos Por 
ejemplo la identificación correcta de la especie de mosquito transmisor evitará el mal uso 
de los recursos económicos y logisticos destinados al control e indirectamente contribium 
a mitigar los focos de transmisión (Cook et al 2005) 
En Panamá Carrasco y colaboradores (2000) utilizaron la PCR y ADN por pnmera vez 
como metodo de diagnostico de Lenhmama panarnensa en especies de Lutzomyla 
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colectadas con cebo humano en tres ateas distintas del pan resultando en la 
identificación de ocho de nueve muestras positivas (89%) con Leslzmama panamensis y 
una muestra identificada como Letshmama sp De igual forma Gager y colaboradores 
(2008) utilizaron la PCR para amplificar el gen atocromo =daga b y detectar e 
identificar secuencias de Plasmochum causantes de malana aviar en mosquitos Este 
estudio reportó por pnmera vez a la especie Culex Melanocomon ocossa como vector de 
malana en Turdus gra» Por otro lado estudios sobre genetica de poblaciones realizados 
al amplificar ADN de genes mocondnales en especies de Anopheles han demostrado 
que la estructura genética y el flujo genetico poblacional difieren considerablemente entre 
especies incluso entre aquellas estrechamente relacionadas filogenéticamente (Lehr et 
al 2005 ~bello & Conn 2006 Loma et al 2012 2013) 
El empleo de marcadores de ADN en estudios de taxonomm molecular facilitado por el 
desarrollo de la reacción de PCR, mejoró sustancialmente la capacidad de diseminación 
en los complejos de especies alrededor del mundo Hoy dia, muchas tecnicas de 
identificación molecular han sido desarrolladas entre ellas las mas comunes son la 
amplificación especifica (ASA, Allele &p.a.& amplffication) o aleatona de fragmentos 
de ADN (RAPDs Randomb, Amphfied polymcaphic DNA) el analisis de polimorfismo 
conformaaonal de cadena sencilla (SSCP Single Strand Conformatton Polymorphistn) y 
el analizo de pohmorfismos en tamaño de fragmentos de restncción (RFLP Restriction 
Fragment Length Polymorphums) (Walton et al 1999 Beebe et al 2001 Wilkerson et 
al 2004 Zapata et al 2011) 
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Estas tecnicas han permitido identificar diferencias en el tamaño y el ruvel de 
polimorfismo en genes mitocondnales y nucleares aplicados a vectores de malana como 
Anopheles gandnae s I (Paskewitz et al 1993) Anopheles mínima s 1 (Garros et al 
2004) Anopheles maculatus s I (Torres et al 2000) y Anopheles albnarms s 1 (Li & 
Wilkerson 2005) en Afnca el Sur de Asia y Amenca del Sur respectivamente De igual 
manera, estas técnicas fueron eficaces para estudiar los complejos de especies cnocas en 
otros géneros de la Familia Culiadae entre ellos Culex Aedes y Anopheles (Toma et al 
2000 Marren: et al 2006 Beebe et al 2007) 
Más recientemente se han utilizado umbrales de comparación de divergencias genetica, 
utilizando las secuencias completas de los Hurones del ADN nbosomal (ITS1 IT52) y los 
espacios intergémcos de la sección 28S 5 8S as como también las secuencias parciales 
de genes nucleares de copia simple (Lotuza et al 2012) Los espacios transcnptores 
internos pnmero y segundo (ITS1 ITS2) se han utilizado para construir hipótesis 
filogenéticas a vanos niveles taxonómicos dentro de la Familia Culiadae (Memt et al 
2005 Walton et al 2007) Estas regiones no codificadoras desempeñan un papel 
importante en el ensamblaje de los nbosomas y estan involucrados en el procesamiento 
correcto del ARN mensajero Las mutaciones negativas en los ITSs podnan afectar la 
adecuada formación de los nbosomas y debido a esto son eliminadas rapidamente Como 
consecuencia se ha propuesto que ambos (ITS1 y ITS2) evolucionan de forma 
concertada, lo que conlleva a una homogauzación mpida de todas las copias presentes en 
una población En estos casos y debido a la elevada divergencia inter-especifica y 
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variabilidad intra especifica, las secuencias de ITS2 permiten la identificación mequivoca 
de especies estrechamente relacionadas 
El ITS2 se ha utilizado mayormente para identificar especies dentro del género 
Anopheles Los ejemplos son numerosos entre ellos los complejos An quadrsmoculatus 
(Come! et al 1996 ) An gambuze (Scott et al 1993) y An eirrus (Beebe et al 2001) han 
sido identificados con el ITS2 Adicionalmente Wilkerson et al (2004) utilizó secuencias 
de ITS2 para distinguir a los miembros del complejo An crucians mientras que Zapata et 
al (2011) utilizó mas recientemente el ITS2 y la teme& RFLP para discriminar entre 
especies de mosquitos que presentaban gran similitud morfológica, demostrando la 
utilidad de este marcador para diferenciar especies dentro los subgeneros Nyssorhynchus 
y Anopheles Las investigaciones sobre taxonomia de mosquitos utilizando secuencias 
parciales de algunos genes y denlas regiones no codificadoras del genoma han puesto en 
evidencia las fallas de la taxonomia tradicional y han generado cambios en la 
clasificación de Culicidae pnncipalmente en aquellas especies que han divergido 
recientemente (Foster et al 2013 Losas et al 2013) 
2.32 La reacción en cadena de la poluneraaa (PCR) 
La reacción en cadena de la polimerasa o reacción de PCR es un metodo in vitro 
de amplificación del ADN que fue introducido en 1985 (Mullis et al 1987) El método 
PCR es una herramienta poderosa de diagnóstico La adopción de una ADN polunerasa 
termoestable (Taq) en 1988 simplificó grandemente el proceso de desarrollo de la prueba, 
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permitiendo su automatización Desde entonces un gran numero de aplicaciones han sido 
desarrolladas en áreas de investigación (Schrader et al 2012) 
La PCR es considerada la tecnica mas revolucionana de los ultmos veinte años con ella 
se pueden conseguir millones de copias de una secuencia especifica de ADN en pocas 
horas (VanGiulder et al 2008) En teona sólo se necesita una molecula de ADN para 
iniciar la reacción de PCR, aunque habitualmente se toman cantidades alrededor de un 
microgramo La molecula de ADN es muy estable por lo que puede ser colectada 
generalmente sin metodos purificadores y a partir de productos biológicos diversos como 
tejidos frescos incluidos en parafina esperma, lavados bronquiales material de mucoso 
pelos sangre extendidos cnológicos material desecado de momias ademas de otros 
desechos biológicos (Mulligan 2005 Rodnguez y Barrera, 2004) 
La utilización de la Taq polimerasa, una enzima producida por la bacteria Mermas 
aquahcus que vive a mas de 70° C ha permitido la automatización de la PCR, porque se 
pueden mezclar desde el principio todos los elementos de la reacción en un mismo tubo 
Hoy dia esta técnica se ha simplificado y automatizado gracias al temoadador y a 
diferentes Kit comerciales de PCR que han surgido en el mercado Básicamente la PCR 
consiste de tres etapas (1) la desnaturalización tenmca del ADN blanco (2) el 
=demento de los iniciadores y (3) la extensión de los iniciadores anidados por medio 
de la enzima ADN polimerasa Estas tres fases constituyen un ciclo de la reacción el cual 
se repite un gran numero de veces hasta obtener la cantidad de ADN blanco que se 
requiere (Barden et al 2003) 
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Durante la reacción de PCR la polimerasa dirige la sintesis de ADN y a partir de una 
cadena simple sintetiza otra complementaria Cada ciclo de amplificación está constituido 
por tres reacciones que suceden a distintas temperaturas La primera reacción consiste en 
la desnaturalización del ADN separándose las dos cadenas por ruptura de los enlaces de 
hidrógeno a una temperatura igual o superior a los 95 C durante cinco minutos La 
segunda reacción suele llevarse a cabo entre los 50 °C y 80 C y se calcula mediante la 
fórmula [T. = 4(# de pares CC) + 2(# de pares Al)] consiste en la hibridación de estas 
cadenas con los denominados oligonucleótidos iniciadores o pruners que son fragmentos 
complementarios que se van a unir a cada una de las dos cadenas separadas del ADN 
Para esto se baja la temperatura y se facilita la unión de los pruners con las cadenas 
Estos primen deben corresponder a los extremos de la porción de ADN que quiere ser 
amplificada y no deben ser complementarios entre si (Mullis 1990 Brom/me et al 1997) 
Durante la ultima reacción a 72 C la Taq ADN pohmerasa actua engarzando los 
diferentes nudeótidos complementarios en el orden en que indica la cadena molde 
logrando as la extensión de la cadena de ADN amplificada hacia el extremo 3 prima 
(Lawyer et al 1989) 
Al IMMO de la PCR es necesano colocar los tubos de amplificación despues que el 
temioaclador haya alcanzado los 95 C para evitar uniones inespecificas que provocanan 
la amplificadon de los fragmentos de ADN no deseados de igual forma es necesario 
mantener un tiempo de desnaturaliza:ion especifico ya que aunque esta parte es muy 
repula el tubo tarda un poco en alcanzar la temperatura optima en su interior Lo antenor 
es importante pues podna conducir a desnaturalizaciones incompletas con el consiguiente 
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fallo de la amplificación Si por el contrano este tiempo se alarga demasiado puede 
disminuir la actividad de la Taq polimerasa reduciéndose la eficacia de la amplificación 
(Newton & Graham 1994) 
La amplificación del ADN mediante la tecruca de PCR se realiza en un tubo de 
Eppendorf de 05 mililitros que contiene una mezcla maestra de ADN blanco primers 
desoxinucleótdos tnfosfatos libres (dATP dCTP dGTP y dTTP) Taq pohmerasa, 
magnesio y tampón de reacción Los primers se sintetizan quimicamente de forma 
automatica, pero para ello es necesario conocer ambos extremos del fragmento de ADN 
blanco Los primers presentan en promedio una longitud aproximada de 20 nucleótdos 
ya que primers más pequeños aumentan el nesgo de obtener uniones mespecificas con 
ADN no deseado nuentras que primen mayores son difíciles de sintetizar (Anui & 
Saurabha 2003) 
Una vez unidos el ADN blanco y los pnmers la Taq pohmerasa se encarga de ir 
añadiendo los desoxinucleótidos tnfosfatos libres al extremo hidroxilo 3 del primer para 
formar la cadena complementaria del ADN esta elongación es rapida y siempre se da en 
sentido 5 3 pues la enzima es capaz de incorporar hasta 150 nucleótdos por segundo 
(Erlich 1989) La actividad de la enzima depende de la concentración de magnesio en el 
tampón de la reacción ya que éste influye en la unión del primer con el ADN blanco y 
tambien en la disociación de las cadenas de ADN Un exceso de magnesio podna generar 
un acumulo de productos no especificos mientras que su carencia disminuye de forma 
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importante la cantidad de ADN amplificado (Eckert & Kunkel 1990 Barrera et al 
1993) 
2 3.3 Análisis de los productos de PCR 
Una vez sintetizado ni wtro la secuencia de ADN es necesano reconocerla 
Usualmente los productos de la PCR son sembrados en un gel de agarosa, a través del 
cual se desplazan empujados por una carga electnca en el procedimiento conocido como 
electroforesis Para la electroforesis se disponen de distintos medios entre ellos los más 
usados son los geles de agarosa y poliacnIamida La elección del tipo de gel dependera 
del numero de pares de bases que contengan los fragmentos de ADN amplificados 
(Posso 2008) 
La agarosa es un polisacando punficado del agar que usado a concentraciones de 1 5% 
hasta 3% separa fragmentos de entre 200 hasta 2000 pares de bases (pb) Sin embargo 
existen ap,arosas de mayor resolución como la Metaphor para fragmentos más pequeños 
(50 a 500 pb) Para preparar un gel de agarosa se debe disolver una solución electrolitca 
de TBE IX (Tris borato-EDTA) y bromuro de eticho o GEL RED en un matraz, luego 
esta solución debe ser calentada agitando cada 15 segundos hasta quedar transparente y 
sin burbujas de aire Despues se vierte la solución en la bandeja de electroforesis y se 
coloca el peine para hacer los pocillos (Nelson et al 2000) Postenormente se deja que el 
gel se solidifique durante quince minutos Una vez endurecido el gel se retira el peine y 
se pone en la cubeta de electroforems que contiene el tampón TBE IX con bromuro de 
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etidio o GEL RED Luego las muestras amplificadas son mezcladas con azul de 
bromofenol (colorante de peso molecular que indica la progresión del gel) y son cargadas 
en los pocillos reservando el pnmero y los dos ultnnos para un marcador de peso 
molecular conocido y para los controles negativo y positivo respectivamente (Nelson et 
al 2000) 
Finalmente se conecta la bandeja de electroforesis a la fuente de enerva y el voltaje que 
sera aplicado al gel dependen del tamaño del mismo Entre 60 y 80 voltios son utilizados 
generalmente para correr una muestra en una cubeta de 50 mililitros Cuando se aplica 
una diferencia de voltaje entre los dos extremos del gel los fragmentos de ADN que 
poseen una carga negativa migran hacia el polo positivo y por lo tanto los pocillos deben 
de estar situados en el polo negativo La intensidad de la comente determinará la 
separacion de los fragmentos de ADN y estos se iran depositando en el gel segun su peso 
molecular (Nelson et al 2000) 
2.34 Vanantes de la PCR 
Una de las vammtes existentes de la PCR es la llamada amplificación del ADN al 
azar (random amplified pobenorphic DNA o RAPD) En esta reacción de PCR se utilizan 
primen arbitrarios diseñados al azar de sólo 10 a 12 bases los cuales sometidos a bajas 
temperaturas de fundamento se unen con facilidad al ADN blanco Esta tecnica ha 
permitido la chscnnunación de los distintos generos del orden KinetoplasUda, mismo que 
incluye las especies de Leidunama que causan la Leislimaniasis (Giman: et al 2002) La 
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PCR — RAPD es ampliamente utilizada en tauconomm por su rapidez y porque no requiere 
del diseño de iniciadores especificos a partir de secuencias conocidas Sin embargo 
existen ciertas limitaciones en su reproducibilidad ya que los resultados pueden vanar 
dependiendo de las marcas de los termoacladores y de las enzimas termoestables usadas 
(Montalvo et al 2008) 
La técnica PCR — RAPD ha sido utilizada exitosamente para delimitar cuatro especies 
isomorficas miembros del complejo Anopheles albstarms en Amenca del Sur (Li & 
Wilkerson 2005) A pesar de que la PCR — RAPD ha sido fuertemente criticada por su 
baja reproducibilidad esta permite llevar a cabo un análisis preliminar y rápido a partir 
del cual se pueden realizar otros métodos mas depurados en base a los resultados La 
PCR — RAPD ha sido tambien utilizada en estudios de diferenciación genética entre 
poblaciones de Tnatoma én:Id:ata en Guatemala donde se encontró que esta especie esta 
divida en poblaciones selvatcas y domesticadas sin embargo también muestran 
evidencias de elevado flujo genenco entre ellas (Caldero eta! 2004) 
Otra variante de la PCR es el mapeo de restricción utilizado para venficar la identidad de 
los productos de PCR (PCR — RFLP) Esta tecmca nene la ventaja de no requenr la 
punficación de los productos amplificados previo a la restnccion y además de que 
muchas enzimas de restricción funcionan de forma óptima en una mezcla Las enzimas de 
restncción fueron obtenidas de microorganismos y han permitido el estudio y 
manipulación de moleculas proteuucas y acidos nucleicos (Swammathan & Matar 1993 
Comes et al 1996) Estas enzimas pueden ser endonucleasas o exonucleasas 
dependiendo de su lugar de acaon Las endonucleasas de restricción son capaces de 
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reconocer una secuencia especifica de oligonucleotidos en el interior de las cadenas de 
ADN y cortar la molecula en dicho punto En cambio las exonucleasas son menos 
especificas y cortan las cadenas en los extremos sin necesidad de reconocer una 
determinada secuencia de bases (Cuenca 2004) Los fragmentos de ADN resultantes 
difieren en tamaño dependiendo del numero de pares de bases reconocido por cada 
enzima Por ejemplo las endonucleasas que reconocen cuatro pares de bases dividen el 
ADN en fragmentos menores que aquellas que reconocen secuencias de seis pares (Olive 
eta! 1999 Fandlo et al 2002) 
La técnica PCR — RFLP ha sido utilizada exitosamente para delimitar especies cnptwas 
miembros de los complejos Anopheles Meseta y Anopheles mommus estas dos especies 
son los pnncipales vectores de la malana humana y la filanasis en Afnca y Asia, 
respectivamente ((Jarros et al 2004) También tres especies miembros del complejo 
Anopheles faraut: el cual incluye a los vectores mas importantes de malaria y Maria= 
en Australia e indonesia fueron separados por medio de esta técnica (Beebe et al 2000) 
24 La técnica de códigos de barras de ADN o "Barcodme 
Una de las teciucas más utilizadas actualmente en la identificación de especies de 
insectos vectores de enfermedades es la llamada Códigos de Barra de ADN o DNA 
Barcochng' (http //www dnabarcodes org) Esta técnica emplea aproximadamente 600 
pares de bases del extremo cinco 5 prima de la subwudad uno del gen nutocondnal 
Quiero= oxidasa (C0/) para separar grupos cuya sistematices ha sido poco estudiada 
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(Buhay 2009) Esta región del ADN mitocondnal ha sido propuesta como marcador 
taxonómico universal debido a que es muy conservada genéticamente incluso entre taxa 
poco relacionados filogenetcamente (Lanten 2007) 
Su pnnapal exponente el cientfico Canadiense Paul Hebert, inició los trabajos 
taxonómicos con este marcador molecular en el año 2003 Actualmente el Doctor Hebert 
es lider del proyecto de códigos de barras de ADN que se lleva a cabo en la Universidad 
de Guelph en Canadá, y en el cual participan también otros 40 paises a nivel mundial 
Este consorcio mitifico intenta estimar la diversidad total de especies biológicas en el 
planeta, y de esta forma poder identificar aquellas que no han sido formalmente descritas 
por la ciencia Ademas el proyecto intenta estimar la tasa de perdida de especies debido a 
los cambios antropogénicos y climancos inminentes de la epoca Las deficiencias y fallas 
en las tecnicas de identificación tradicional en base a caracteres morfológicos han 
motivado en parte esta iniciativa que propone una metodologia más moderna y con 
elevada ngurosidad e:entines para realizar estudios sobre diversidad en bactenas 
hongos peces aves plantas insectos y mamiferos (M'en at al 2003) 
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CAPITULO III 
MATERIALES Y METODOS 
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31 Área de estudio 
Este estudio se realizó en tres localidades de la región central del pais en el área 
conocida como la antigua zona del Canal de Panamá Estas localidades son el 
Monumento Natural de Isla Barro Colorado (BCI) Las Pavas y Achiote (Figura 1) BCI 
es una isla y está ubicada en el centro del Canal interoceamco aproximadamente a 40 
kilómetros (Km) de la Ciudad de Panama (9° 10 54 N 79° 52 24 W) BCI es la isla mas 
grande dentro de los limites del lago Gatun y posee cerca de 1 500 hectareas de extensión 
temtonal En 1940 la isla y sus alrededores fueron declarados áreas protegidas por ley 
del Estado Panameño bajo el Convenio para la Protecoon de la Naturaleza en el 
Henusfeno Occidental y desde entonces ha sido custodiada por el Instituto Snuthsoinan 
de Investigaciones Tropicales (STRI) Debido al escaso numero de personas que habitan 
en BCI y también a las labores de conservación e investigación mentifica que se llevan a 
cabo en la estación cm:indica del STRI la isla presenta un bajo nivel de deforestación y/o 
perturbación anntpica 
Las Pavas es una comunidad compuesta de 1 200 habitantes y está ubicada en la región 
Oeste del lago Gatun (9° 06 053 N 79° 52 560 W) a unos 55 km de la Ciudad de 
Panama y a 5 5 lcm de BCI, mientras que Achiote es una comunidad compuesta de 784 
habitantes y está ubicada fuera de los limites del lago Gatun (91 0  13 22 N 80° 01 09 
W) a unos 35 km de la Ciudad de Colon y a 225 km de BCI Ambas BCI y Las Pavas 
poseen un clima tropical muy humedo y están mclwdas en la zona de vida de bosque 
semicaducifoho de tierras bajas poseen una temperatura promedio anual de 27 grados 
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centígrados (°C) y una precipitación promedio anual que oscila entre los 2,000 y 2,500 
milímetros (mm). Achiote por su parte posee un clima tropical muy húmedo, una zona de 
vida de tipo bosque húmedo tropical pre-montano, una temperatura promedio anual de 30 
°C y una precipitación promedio anual de 2.800 mm (Lezcano et al.. 2001). 
Figura 1. El mapa muestra la ubicación geográfica de las localidades del estudio: BCI (9° 
10' 54 N; 79° 52' 24 W). Las Pavas (9° 06' 05.3 N 79 0  52' 56.0 W) y Achiote (91 0  13' 
22 N: 80° 01' 09 W); en el mapa pequeño de la parte superior derecha se representa la 
ubicación del área de estudio (Obtenido de una imagen Landsat en Google earth 2013 
DigitalGlobe). 
Tanto en Las Pavas como en Achiote predominan los ecosistemas de rastrojo y pastizal, 
pero también existen parches dispersos de bosque secundario perturbado en los márgenes 
de los ríos y del lago Gatún. Estas dos localidades presentan actividades como la 
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agricultura y ganadena extensiva y sus grados de deforestación son elevados Sin 
embargo Achiote parece estar levemente menos alterado por las actividades humanas 
que Las Pavas debido a que se encuentra rodeado por áreas protegidas como el Parque 
Nacional Chagres y el area protegida de San Lorenzo (Weaver et al 2004) 
32 Colecta y ena de mosquitos 
Todos los habitats o sitios de cna para mosquitos encontrados al recorrer 
transeptos lineales de 1 5 kilómetros fueron revisados sistemáticamente para la colecta de 
larvas y pupas Las muestras biológicas fueron colectadas con cucharones de 500 
mililitros (m1) o Dippe? en cada localidad (BioQuip Rancho Dominguez, CA) Luego 
de 10 cucharonazos explomtonos para determinar la presencia de larvas se tomaron 30 
cucharonazos adicionales en total pero solo en los sitios positivos Las larvas y pupas 
fueron colocadas en bolsas de plastico Whirl Palc® (BioQwp Rancho Dominguez, CA) 
con agua proveniente de los cnaderos y transportadas al labomtono donde eran 
colocadas en bandejas blancas y separadas de acuerdo al estadio (Figura 2) 
Postenormente las larvas de cuarto estadio y las pupas fueron colocadas en envases de 
cna individuales y rotuladas con un código tunco para evitar errores al momento de la 
cuantificar el numero de individuos por especie Las larvas fueron alimentabas dos veces 
por dia con alimento para peces First Biles Hican Tropical® (protocolos de cna de km 
Pecor http /Avww wrbu oigheclunques html) y el agua fue reemplazaba cada dos dias 
con agua de botella comercial (Agua mineral Dasaml) Todas las muestras fueron 
criadas para obtener la piel larval y pupal y el adulto Se tomaron los datos sobre las 
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variables fisicas y químicas de cada criadero positivo, entre ellas, la temperatura y el PH 
del agua. Información adicional sobre el tipo de criadero, el grado de sombra, y la 
vegetación asociada fue recabada por medio de la hoja de registros del Walter Reed 
Biosystematic Unit, Washington DC (Figura 3; Anexo 1). Finalmente, obtuvimos las 
coordenadas geográficas de cada criadero por medio de un aparato de registro o GPS 
(Global Positioning System) modelo Garmin GPSMap 60-CS (International, Olathe. KS). 
El margen de error de cada medición fue de tres metros y el datum utilizado fue WGS84. 
Figura 2. Colecta y procesamiento de las muestras. Izquierda arriba: recolección de 
estados inmaduros de mosquitos usando cucharones y goteros. Centro Arriba: Bolsas 
w-hirlpak para el transporte del material hasta el laboratorio. Resto: separación de las 
muestras según la fase del ciclo y cría de larvas y pupas en viales individuales. 
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CAPITULO IV 
RESULTADOS 
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En este estudio se recolectaron y cnaron 1 185 mosquitos en total de los cuales 
alrededor del 60% fue incluido en el anahas de Barcodmg' Se extrajo el ADN 
genómico de 712 individuos y se obtuvo 496 secuencias del gen CO! de las cuales 380 
haplotpos (secuencias tuneas) fueron utilizados en los anahsis filogeneticos De estos 
haplotipos 153 (30 8%) 175 (35 3%) y 168 (33 8%) pertenecieron a BCI Las Pavas y 
Achiote respectivamente 
Los arboles filogeneticos construidos con el meted° Neighbor — Jouung y el modelo 
evolutivo Kimura 2 parametros para distancias genetcas delimitaron un total de 52 
linajes moleculares o Cluster' (Figuras 6 10) En general el valor de Boostrap para 
cada Cluster fue superior al 85% sin embargo la mayona de estos obtuvo un valor 
supenor al 95% (Figura 7) En promedio la distancia genética entre los miembros de estos 
linajes moleculares oscilé entre 00% y 1 97% mientras que para los miembros de 
diferentes linajes oscilé entre 34% y 111% Los generos de mosquitos que presentaron 
el mayor numero de linajes moleculares fueron Oder Anopheles y Uranotaema con 12 
9 y 9 respectivamente mientras que Aedeomyta y Lunatus presentaron el menor numero 
de linajes moleculares ambos con 1 linaje solamente 
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Figura 6. Árbol filogenético mostrando un total 50 linajes moleculares o "Cluster" 
construidos con secuencias del gen CO], el método Neighbor — Joining y el modelo 
evolutivo Kimura 2 parámetros para distancias genéticas. 
En general la delimitación de los linajes moleculares en los árboles filogenéticos 
concuerda con la identificación morfológica inicial de las muestras secuenciadas, por 
ejemplo, la mayoría de las especies de los géneros Anopheles, Psorophora, Coquillettidia 
y Aedes que fueron identificadas inicialmente en base a caracteres morfológicos de la 
larva de cuarto estadio, la pupa y el adulto, formaron Clústers distintos y separados de 
otras especies estrechamente relacionadas filogenéticamente. Esto aplica incluso para 
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aquellas especies en donde la identificación morfológica inicial fue inconclusa (por 
ejemplo Culex sp Uranotaema sp Aedes sp Wyeomyla sp etc) Sin embargo hubo 
algunas excepciones ya que ciertas especies morfológicamente distintas del genero 
Mansoma (Ma tullans Ma mdubstans y Ma dyan) se agruparon en un solo Cluster en 
vez de en tres distintos Ademas de esto todos los mosquitos identificados 
morfológicamente como Uranotaema km se agruparon en tres linajes moleculares 
distintos que presentaron divergencias geneticas supenores al 2% (Figura 7) 
Cincuenta y cuatro por ciento de los linajes moleculares ocumeron en una sola localidad 
nuentras que el 276% de estos fue compartido entre dos localidades y 182% entre las 
tres localidades BCI presentó el mayor numero de linajes moleculares unicos con 14 
seguido por Las Pavas y Achiote con 7 y6  cada uno respectivamente (Figura 8 10) Las 
Pavas y Achiote compartieron el mayor numero de linajes moleculares entre si con 8 en 
total mientas que las Pavas y BCI compartieron 5 seguido por Achiote y BCI con 2 
(Figura 9 10) 
Los linajes moleculares unicos presentes en BCI corresponden a las especies 
morfológicas Ura spp Cux taemopus Cux conspwator Cux conservator Cux Cux 
spp Pso abata Ura ¡ovni (1) Ura Icnvu (2) Ura. lmvu (3) Ae taemorhynchus Cux 
Zaina Lanathus spp Wyeo melanocephala Wyeo spp mientras que los linajes unicos 
de Las Pavas y Achiote fueron Ura soaabs Cut spanpes An kompi Pso frrox Wyeo 
morphoD3 Wyeo morphoD4 Wyeo moiphoB1 y Cux erraticus Chagasta bathana An 
novas Wyeo morphoC2 W'yeo morphocC1 Wyeo morphoA2 respectivamente 
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Por otro lado las especies morfológicas correspondientes a los linajes moleculares 
compartidos entre Las Pavas y Achiote fueron Ura geometrwa An albunama Cut 
interrogas& Pso angtdata Cta coronator Ae angustnettatus Ma pseudonfillans y 
Wyeo arthrostigma mientras que los compartidos entre BCI y Las Pavas y BCI y 
Achiote fueron Ura apiada Cux pedrot tira typhlosomata Coq tura= Cux 
occossa y Orthop fasapes An oswaldos respectivamente 
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CAPITULO V 
DISCUSIÓN 
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%%amé reportó más de 5 000 casos de malana en el año 2004 cifra no alcanzada 
en el pais desde 1970 mientras que en el año 2011 16 personas muneron por Dengue 
Hemorragico lo que corresponde a casi el doble de las muertes por dengue ocumdas del 
2005 al 2010 A pesar del caracter expansivo de estas epidemias no existen hoy dm 
hipótesis aceptadas sobre sus causas De igual manera, la situación de las Enfermedades 
Desatendidas como el Mal de Chagas las Arbolarla:as y la Leishmaivasis es alarmante 
en Panarna Aunque estas zoonosis no poseen la letalidad de la malana o el Dengue 
igualmente repuntan en la actualidad y causan notona morbilidad en comunidades pobres 
del pais Este es el caso particular de aquellas amas intervenidas que presentan un elevado 
grado de deforestación e intervención humana Todo lo antenor indica que existe un 
elevado nesgo de futuras epidemias y que por lo tanto es necesano realizar mas 
investigación cientifica para estudiar la relación entre los cambios en el paisaje y la 
ecologia de los insectos vectores de enfermedades en Panama 
En el presente estudio se utilizó la técnica de códigos de barras de ADN por pnmera vez 
en el pais para estudiar la taxonomia de los miembros de la Familia Culiadae y también 
para investigar los cambios en la estructura comunitana y nqueza de linajes moleculares 
entre una localidad poco intervenida como BCI y dos muy alteradas por las actividades 
humanas como Las Pavas y Achiote Esta información es auténtica y podrá ser utilizada 
para predecir el nesgo de transmisión de patógenos en función del uso de las tierras 
aledañas al bosque (Chaves et al 2011) 
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De un total de 52 tan encontrados en esta investigación solo Uranotaema km se agrupó 
en diferentes linajes moleculares con divergencias genéticas mayores al 2% Estos 
resultados sugieren que esta especie podna ser un complejo de especies cnpticas en cuyo 
caso la clave taxonómica (morfológica) existente no permite discernir entre estos tan del 
genero Uranotaema Nuestros resultados se asemejan a los de Cyvanska et al (2006) y 
Pradeep Kumar et al (2007) ya que en ambos estudios solo un taxa mostró evidencias de 
vanación cnptica Esto indica que la técnica de Códigos de barra de ADN y las 
herramientas de taxonomia tradicional en base a caracteres morfológicos concuerdan en 
mas del 90% Sin embargo en este estudio las secuencias del gen CO/ de Ma tudkod 
Ma. dyan y Ma mdubnans formaron un solo linaje molecular y sus miembros 
presentaron valores de divergencia genética menores a 2% lo que sugiere incongruencias 
entre la taxonomia tradicional y la taxonomia molecular para este grupo de especies 
Esto pudo deberse a dos razones pnmero es posible que la identificación morfológica 
inicial de estas especies haya sido incorrecta, y segundo es posible que la técnica de 
códigos de barra de ADN no permita discnnunar o separar estos taxa Al respecto 
considero que la segunda explicación es más probable ya que la identificación 
morfológica de estas especies se hizo utilizando caracteres de la larva, pupa y el adulto y 
en todos los casos se llegó a las mismas conclusiones sobre la identidad de las muestras 
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Figura 10. Mapa de calor que muestra la distribución de 52 linajes moleculares o 
"Clúster" en relación al tipo de hábitat larval y a la localidad de colecta. 
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Estudios recientes conducidos por Foster y colaboradores (2013) indican que el uso de la 
región Folmer o Códigos de Barra de ADN puede generar incongruencias en la 
asignacion de especies del subgenero Nyssorhynchus de Anopheles con respecto a otros 
genes y también a las claves morfológicas De igual manera, los autores señalan que en 
ocasiones esta región del gen CO) no discnnuna entre taxa morfológicos bien 
caractenzados y conocidos Asimismo Loma y colaboradores (2013) realizaron un 
estudio con vanas especies de la Sene Ambalzagia de Anopheles y encontraron 
incongruencias en los resultados generados usando la región de Folmer la región 3 pnma 
del gen CO/ y el ITS2 Los autores de este trabajo señalan que los analisis con la región 
de Barcoding no permitió la &salina:lacón entre especies conocidas como Anopheles 
punctunacula y Anopheles aptcunactda mientras que los otros marcadores si lo hicieron 
Una de la posibles explicaciones sobre la falta de resolución para separar algunas 
especies de mosquitos en este trabajo es la vanabilidad que ocurre en la tasa de 
substitución a los largo del gen CO/ la cual vana de manera distinta para cada especie 
(Foster et al 2013 Loan et al 2013) Uranotaema km no es un vector de 
enfermedades al hombre y por consiguiente es una especie muy poco estudiada 
taxonómicamente Sin embargo las especies del género Mansoma si han sido 
incnminadas como vector potenciales de los virus de la encefalitis equina del Este y 
Venezolana, por lo que sera necesano conducir estudios taxonómicos mas profundos 
sobre la identidad de Ma tffillans Ma u:club:tatas y Ma dyan utilizando otras evidencias 
y regiones gétucas 
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Por otro lado los resultados obtenidos en este estudio indican que los cambios en la 
estructura comumtana de los mosquitos no se deben a la distancia geografica y/o 
vanabilidad chmatica entre localidades sino a los diferentes grados de perturbación 
humana que estas presentan Por ejemplo BCI y Las Pavas estan separadas por 5 5 lcm y 
presentan condiciones de temperatura y preapitacion muy similares mientras que 
Achiote se encuentra a mas de 20 km de distancia de BCI y Las Pavas y presenta mayor 
precipitación promedio anual y menos estacional:dad A pesar de estas diferencias 
geogmficas y climáticas Las Pavas y Achiote comparten un mayor numero de linajes 
moleculares entre si que con BU (Figuras 9 y 10) Sin embargo la riqueza de linajes 
moleculares en BCI fue mayor que en Las Pavas y Achiote (Figuras 8 y 10) 
En general estas diferencias entre la localidad poco intervenida y las dos alteradas estan 
detemunadas por la calidad y cantidad de habnats larvales para mosquitos (Chaves et al 
2011) BCI posee mayor proporción y variedad de sitios de cna para especies de 
mosquitos especialistas del bosque mientras que estos sitios de cna disminuyen por 
causa de la deforestación en sitios alterados la cual crea condiciones ecológicas distintas 
resultando en un predominio de habitats larvales para especies de mosquitos generalistas 
en Las Pavas y Achiote (Kenyeres & Toth 2012) Todas las especies compartidas entre 
Las Pavas y Achiotes son generahstas de habitats alterados y utilizan sinos de cna en 
donde la competencia y la depredación son menores (Meyer Steiger et al 2011) la 
relevancia epidemiológica de estos resultados radica en que en ocasiones las especies 
generalistas pueden ser mas eficientes en la transmisión de patógenos a humanos que 
otras especies ya que se adaptan a vivir en el pen domicilio se alimentan 
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preferencialm ente de sangre humana y sus poblaciones crecen exponencialmente Esto 
patrones se han sugendo para otras especies de mosquitos importantes como Anopheles 
darhngs quien es considerado el pnncipal vector de malaria en la Amazonut brasileña 
Estudios recientes indican que esta especies de mosquito generahsta, pica en promedio 10 
veces mas a las personas en ambientes deforestados que en los bosques poco 
intervenidos de dosel cerrado Este cambio de la actividad heinatofagica ha generado un 
incremento de mas del 300% en el numero de casos de malaria en las ateas alteradas de 
Brasil (\Tutor et al 2006) 
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CAPITULO VI 
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
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CONCLUSIONES 
La tecinca de códigos de barras de ADN o Barcodsng' permitió la confirmación de 52 
linajes moleculares o especies morfológicas de la familia Cultas:hm sin embargo esta 
técnica no permitió la chscnnunación de algunas especies pertenecientes al género 
Mansoma 
Los individuos identificados morfológicamente como Uranotaema lobeo se agruparon en 
tres linajes moleculares distintos con grados de divergencia genetca supenores al 2% lo 
cual pudiera sugerir la existencia de un complejo de especies cnptcas en este taxa 
La localidad poco intervenida (13C1) presentó un mayor numero de linajes moleculares 
tinacos mientras que las localidades perturbadas por actividades humanas (Las Pavas y 
Achiote) compartieron un mayor numero de linajes moleculares 
Entre las especies de mosquitos compartidas entre Las Pavas y Achiote estan An 
albrmanus Cux mterrogator Pso angulata Cux coronator Ae angustmetatus y Ma 
pseudontillans Estas especies son generalistas de sitios alterados por el hombre y algunas 
resultan ser eficientes vectores de patógenos a los seres humanos y a los animales 
domesticos 
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RECOMENDACIONES 
Recomendamos aumentar el numero de localidades en futuros estudios para obtener 
resultados menos sesgados en cuanto a la comparación de sitos con diferentes grados de 
perturbación humana 
Sugenmos realizar estudios moleculares taxonómicos mas profundos sobre la identidad 
de Ma tmllans Ma indubnans y Ma dyars utilizando otras regiones gálicas por 
ejemplo genes nucleares de copia simple como el White y el CAD o con el ITS2 del 
ADN nbosomal 
Recomendamos realizar estudios morfológicos comparativos con la piel de la larva, 
pupa y los caracteres del adulto de los individuos pertenecientes a los tres linajes 
moleculares de Uranotaema lora Esto permitirá encontrar caracteres discretos para 
separar estos taxa 
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COUNTRY: 	 Collectors:  
1 Collection No. 	 1 Longitude/Latitude 	 Date 
State/Province 	 1 Locality 
TERRAIN LARVAL HABITAT WATER 
O Mountain O 	 Pond-Lake O 	 Permanent 
O 	 Hill O 	 ground pool O 	 semi-permanent 
O Valley O 	 flood pool O 	 temporary 
O Plateau O 	 marsh Ph 
O 	 Plain O 	 stream margin Conductivity 
O 	 stream pool Temperature 
ENVIRONMENT O 	 rock pool 
O 	 Rain Forest O 	 seepage-spring WATER MOVEMENT 
O 	 Evergreen Forest O swamp O 	 Standing 
O 	 Deciduous Forest O 	 ditch O 	 Slow 
O 	 Coniferous Forest O 	 pit O 	 Moderate flow 
O 	 Swamp-Forest O 	 well/cistern O 	 Fast 
O 	 Swamp-open O 	 tree hole 
O 	 Beach O 	 bamboo TURBIDITY 
O 	 Mangrove O 	 Heliconia axil O 	 Clear 
O 	 Orchard-Plantation O 	 Bromeliad axil O 	 Turbid 
O 	 Rice Paddy O 	 fallen leaf O 	 Polluted 
O 	 Bamboo grove O 	 crab hole O 	 Colored 
O 	 Village O 
O 	 Urban SHADE 
0 1 DIMENSIONS OF SITE O None 
O 	 Partial 
ENVIRON. MODIFIERS O 	 Heavy 
O 	 Primary 
O 	 Secondary AQUATIC VEGETATION 
O 	 Palm O Non e 
O 	 Orchard O Emergent_. 
O 	 Plantation O Floating 
O O Submerged 
O Algae 
COLLECTION METHOD 
O Biting/Landing 
O Larval 
O Light trap 
O 	  
E LEVATION 
COUNTRY: 	 COLLECTION NUMBER 
SUB NUMBER 	 LE 	 PE 	 SEX 	 TERM ID NOTES 	 DNA VOUCHER 
• 
• 
